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Major depression is one of the most prevalent psychiatric conditions. With a point prevalence rate estimated at 5% and a lifetime prevalence of around 15% (Kessler et al., 2003) , depression has been identified as one of the primary causes of disability worldwide . These findings emphasize the need to gain insight into the pathophysiological mechanisms of this heterogeneous and frequently recurrent condition (Mueller et al., 1999) .
Uncovering the genetic architecture of depression has been identified as one of the greatest challenges in mental health research . Despite a heritability estimate of 31%-42% , genetic association studies have not produced replicable genetic variants involved in major depression Ripke et al., 2013) . Recent theories of depression suggest that genetic influences may depend on environmental context (i.e. gene-environment interaction) and thereby potentially explain the limited success of genetic studies . Although initially promising, results from the explored gene-environment interactions only produced limited advances in the identification of genetic risk factors for depression (Wray et al., 2012) .
Reduced functioning of the serotonin (5-hydroxytriptamine; 5-HT) system has long been implicated in the pathophysiology of depression and therefore provides an evident source for candidate genes. By controlling 5-HT reuptake, the 5-HT transporter is a crucial regulator of 5-HT functioning including the magnitude and duration of 5-HT signaling . The 5-HT transporter is particularly present in cortical and limbic regions involved in emotional processing and represents one of the main targets of effective and commonly prescribed antidepressants (Tamminga et al., 2002) , supporting its involvement in depression. In 1996, Heils et al. reported a functional polymorphism that regulates the transcriptional efficacy of the gene coding for the 5-HT transporter (SLC6A4). This 5-HT transporter gene-linked polymorphic region (5-HTTLPR) comprises an allelic variation of which the short (S) allele is associated with a reduced mRNA expression relative to the long (L) allele . The related reduction in 5-HT transporter binding sites and 5-HT reuptake is thought to predispose the risk for depression in this allelic variant.
Initial investigations provided promising support for the involvement of 5-HTTLPR in depression. Following the first report describing a direct relationship , the field gained particular momentum when a prospective longitudinal study revealed that the association between stressful life events and depression was more pronounced in individuals carrying one or two copies of the S-allele . The vast amount of studies aimed to replicate these initial findings, however, produced great controversy and available meta-analyses stimulate an ongoing debate whether allelic variation in 5-HTTLPR predisposes the development of (stress-related) depression Culverhouse et al., 2018; ).
These equivocal findings presumably result from the heterogeneity of depression.
Hence, depression is not considered a homogenous disorder but rather comprises a final common pathway of different pathophysiological mechanisms (Charney et al., 2002) . In relation, it has been suggested that the effect of 5-HTTLPR on the risk for stress-related depression is not broadly generalizable and only observable in specific circumstances (Culverhouse et al., 2018) . Elucidating the pathways by which 5-HTTLPR contributes to the development of depression would therefore profoundly advance the understanding of this genetic contribution. Encouraged by the intimate relationship between sleep and depression , the present thesis aims to evaluate whether sleep may have a central role in the association between 5-HTTLPR and depression.
It has been well-established that insomnia independently contributes to the etiology of depression. A recent meta-analysis demonstrated that insomnia confers a two-fold risk increase in non-depressed individuals, thereby classifying sleep impairment as one of the primary risk factors for depression (Baglioni et al., 2011) . A presumed elevated risk for insomnia in 5-HTTLPR S-allele carriers (Deuschle et al., 2010; Huang et al., 2014 ) may therefore provide a promising pathway that predisposes the development of depression in this allelic variant. The potential relevance of insomnia in this relationship is further supported by the consistent observation that the 5-HTTLPR S-allele promotes the development of sleeprelated affective symptomatology J. A. Hartmann et al., 2014; .
Given the common inconsistencies in candidate gene-research , the study presented in Chapter 1 was specifically designed to replicate established relationships between 5-HTTLPR and insomnia. In contrast to previous investigations (Deuschle et al., 2010; Huang et al., 2014) , results did not reveal an association between 5-HTTLPR and (stress-related) insomnia. While the results described in Chapter 2 also failed to detect a presumed interaction between 5-HTTLPR and stress on subjective sleep quality (Brummett et al., 2007) , the findings presented in Chapter 3 provide some support for diminished sleep quality in 5-HTTLPR S-allele relative to L-allele carriers. Although these equivocal findings challenge the postulation that a differential risk for insomnia may contribute to the association between 5-HTTLPR and depression, the majority of available investigations continue to support this particular involvement (Brummett et al., 2007; Deuschle et al., 2010; Huang et al., 2014; .
The studies presented in Chapter 2 and 3 elaborate on the presumed differential susceptibility for sleep impairment in S-allele and L-allele carriers by investigating whether 5-HTTLPR moderates the sleep-promoting effects of the 5-HT precursor tryptophan (E. . Results of these investigations revealed that tryptophan augmentation may particularly improve subjective sleep quality in 5-HTTLPR S-allele relative to L-allele carriers. Hence, this supports a 5-HT vulnerability for sleep impairment in this allelic variant (Brummett et al., 2007; Deuschle et al., 2010; Huang et al., 2014; and
indicates that tryptophan augmentation might become a promising treatment strategy to compensate for this predisposition. Moreover, as 5-HTTLPR S-allele carriers are found to be particularly prone to experience sleep-related affective changes J. A. Hartmann et al., 2014; , these findings suggests that this pharmacological intervention might concurrently alleviate the depression susceptibility associated with this allelic variant.
An elevated stress reactivity of the hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis has been recognized as one of the main mechanisms predisposing the risk for depression in 5-HTTLPR S-allele carriers . Although a recent meta-analysis confirmed an elevated cortisol stress response in S-allele relative to L-allele carriers , there is little understanding about the origin of conflicting results. The systematic review included in Chapter 4 reveals that a reduced sleep quality potentiates the stress sensitivity of the HPA axis, suggesting that sleep could be an important variable in this relationship. In line with this postulation, the study presented in Chapter 5 provides preliminary evidence that sleep quality modulates the association between 5-HTTLPR and HPA stress reactivity. Results demonstrated that a higher cortisol stress response in S-allele relative to L-allele carriers gradually reduces as sleep quality declines as this was found to exclusively promote stress reactivity in 5-HTTLPR L-allele carriers. Taken together, the findings described in these articles suggest that an increased stress sensitivity of the HPA axis could be a potential mechanism linking inadequate sleep to the etiology of depression. Although current results confirm that an elevated stress reactivity of the HPA axis may indeed contribute to an elevated risk for depression in S-allele relative to L-allele carriers, variations in sleep quality may profoundly confound this relationship.
A disinhibition of rapid eye movement (REM) sleep (i.e. reduced REM sleep latency, increased REM sleep time, elevated REM density) represents a well-replicated biological alteration in clinical depression . This characteristic sleep architecture is regarded as being more than an epiphenomenon of depression that may contribute to the pathophysiology and/or reflect underlying neurobiological abnormalities . As a reduced genetic expression of the 5-HT transporter has been found to promote the occurrence of REM sleep in animal studies (Alexandre et al., 2006; Wisor et al., 2003) , the 5-HTTLPR S-allele is very well-positioned to promote such REM sleep alterations. The study presented in Chapter 6 therefore investigated whether allelic variation in 5-HTTLPR influences REM sleep regulation in healthy volunteers. While allelic variation in 5-HTTLPR was not found to influence the features of REM sleep predominantly associated with depression vulnerability (i.e. REM sleep latency, REM density), results revealed a significantly lower REM sleep percentage in S-allele relative to L-allele carriers. Although these findings do not support a role for REM sleep in predisposing the risk for depression in healthy 5-HTTLPR S-allele carriers, a lower amount of REM sleep might precede REM sleep disinhibition and may support an elevated risk for insomnia in this allelic variant .
To summarize, the results and literature presented in this dissertation suggest that sleep might be an important factor in the relationship between 5-HTTLPR and depression.
Together, these findings indicate that variations in sleep quality could be an important mediating or moderating factor in this association. Conflicting findings however challenge the hypothesis that the influence of 5-HTTLPR on the risk for insomnia may explain the differential depression susceptibility associated with this allelic variation. The majority of previous investigations, however, provide substantial evidence for an elevated risk for insomnia in 5-HTTLPR S-allele relative to L-allele carriers and this is further supported by an elevated sensitivity to 5-HT manipulations as well as a reduced amount of REM sleep in this allelic variant. Although these findings support a mediating role for sleep impairment, findings on the combined influence of 5-HTTLPR and sleep on affective symptomatology and neuroendocrine stress sensitivity suggest a moderating role where inadequate sleep could either reinforce or confound the relationship between 5-HTTLPR and depression. In conclusion, regardless of the precise involvement, the relationships addressed in this thesis illustrate that incorporating sleep in future research may provide valuable opportunities to elucidate the genetic underpinnings of depression.
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R., . . . Sullivan, P. F. (2012) . Genome-wide association study of major depressive disorder: new results, meta-analysis, and lessons learned. Molecular Psychiatry, 17(1) , 36-48. doi:10.1038/mp.2010.109 Samenvatting Depressie is een van de meest voorkomende psychiatrische aandoeningen. Naar schatting lijdt 5% van de wereldbevolking aan deze stemmingsstoornis en ontwikkelt ongeveer 15% tijdens zijn of haar leven een depressieve episode (Kessler et al., 2003) . Deze hoge prevalentie heeft er samen met de grote impact op kwaliteit van leven voor gezorgd dat depressie momenteel geclassificeerd wordt als een van de hoofdoorzaken van wereldwijd onwel-bevinden . Dit benadrukt het belang om inzicht te krijgen in de pathofysiologische mechanismen van deze heterogene ) en frequent terugkerende aandoening (Mueller et al., 1999) .
Het onthullen van de genetische architectuur van depressie wordt gezien als een van de grootste uitdagingen voor onderzoek in de psychopathologie . Ondanks een overerfbaarheid van 31%-42% heeft onderzoek geen repliceerbare genetische variaties kunnen relateren aan klinische depressie Ripke et al., 2013) . Recente depressietheorieën stellen dat genetische invloeden afhankelijk kunnen zijn van omgevingsfactoren (i.e. gen-omgevinginteractie) en dit zou mogelijk het beperkte succes van genetisch associatieonderzoek kunnen verklaren . Hoewel deze benadering conceptueel aantrekkelijk is hebben onderzochte genomgevinginteracties slechts in beperkte mate inzicht gegeven in genetische risicofactoren voor depressie (Wray et al., 2012) .
Sinds langere tijd wordt verondersteld dat een verminderd functioneren van het serotonine (5-hydroxytriptamine; 5-HT) systeem een belangrijke rol speelt in de pathofysiologie van depressie en dit vormt dan ook een belangrijke richting voor genetisch onderzoek. De 5-HT transporter verzorgt de presynaptische heropname van 5-HT en is daarom een cruciale regulator van 5-HT functioneren waaronder de sterkte en duur van 5-HT neurotransmissie . De 5-HT transporter is sterk aanwezig in corticaleen limbische structuren die betrokken zijn bij emotionele processen ) en omvat een van de belangrijkste aangrijpingspunten van effectieve en frequent voorgeschreven antidepressiva (Tamminga et al., 2002) wat de specifieke betrokkenheid van reguleert. Dit 5-HT transporter gen-gelinkte polymorfisme (5-HTTLPR) omvat een allelische variatie waarvan het korte (S) allel geassocieerd is met een verminderde mRNA expressie vergeleken met het lange (L) allel . Er wordt verondersteld dat de hieraan gerelateerde vermindering van 5-HT transporters en 5-HT heropname zou kunnen leiden tot een verhoogde vatbaarheid voor depressie in deze allelische variant.
De initiële resultaten van onderzoek naar de betrokkenheid van 5-HTTLPR in de ontwikkeling van depressie waren veelbelovend. In navolging van een eerste rapport dat een directe relatie beschreef , werd onderzoek naar deze genetische variatie voornamelijk gestimuleerd door een prospectieve longitudinale studie die aantoonde dat de associatie tussen stressvolle gebeurtenissen en depressie sterker was in individuen met één of twee kopieën van het 5-HTTLPR S-allel . De aanzienlijke hoeveelheid studies die deze resultaten getracht hebben te repliceren hebben echter tot grote controversie geleid. Beschikbare meta-analysen voeden momenteel een voortgaande discussie of allelische variatie in 5-HTTLPR daadwerkelijk bijdraagt aan het risico op (stress-gerelateerde) depressie Culverhouse et al., 2018; .
De inconsistente bevindingen in dit onderzoeksveld zijn vermoedelijk toe te schrijven aan de heterogeniteit van depressie. Depressie wordt namelijk niet gezien als een homogene aandoening maar als een gezamenlijke uitkomst van verschillende pathofysiologische mechanismen (Charney et al., 2002) . Hieraan gerelateerd wordt verondersteld dat het effect van 5-HTTLPR op het risico voor (stress-gerelateerde) depressie niet breed gegeneraliseerd kan worden en waarschijnlijk alleen tot uiting komt in specifieke omstandigheden (Culverhouse et al., 2018) . Het belichten van dergelijke omstandigheden zou daarom het huidige begrip van deze relatie aanzienlijk kunnen vergroten. Aangemoedigd door de intieme relatie tussen slaap en depressie ) tracht de huidige these inzicht te geven in de mogelijk centrale rol van slaap in de associatie tussen 5-HTTLPR en depressie.
Onderzoek laat overtuigend zien dat slaapproblematiek onafhankelijk bijdraagt aan het ontstaan van depressie. Een recente meta-analyse heeft aangetoond dat insomnie (i.e. chronische slapeloosheid) leidt tot een twee keer zo grote kans op depressie in depressie-vrije individuen (Baglioni et al., 2011) . Een veronderstelde vatbaarheid voor insomnie in dragers van het 5-HTTLPR S-allel (Deuschle et al., 2010; Huang et al., 2014) Onderzoek naar de betrokkenheid van specifieke kandidaat genen wordt over het algemeen gekenmerkt door inconsistente bevindingen .
Replicatieonderzoek is daarom essentieel en de studie beschreven in Hoofdstuk 1 was dan ook specifiek ontworpen om gerapporteerde relaties tussen 5-HTTLPR en insomnie te repliceren. In tegenstelling tot eerder onderzoek (Deuschle et al., 2010; Huang et al., 2014) werden geen significante relaties tussen 5-HTTLPR en (stress-gerelateerde) insomnie gevonden. Waar de resultaten beschreven in Hoofdstuk 2 een interactie tussen 5-HTTLPR en stress op subjectieve slaapkwaliteit ook niet lijken te ondersteunen (Brummett et al., 2007) , leveren de bevindingen in Hoofdstuk 3 wel enig bewijs voor een verminderde slaapkwaliteit in dragers van het 5-HTTLPR S-allel vergeleken met het L-allel. Hoewel deze tegenstrijdige bevindingen de relevantie van insomnie in de relatie tussen 5-HTTLPR en depressie in twijfel trekken, blijft een meerderheid van de beschikbare studies deze mogelijke betrokkenheid ondersteunen (Brummett et al., 2007; Deuschle et al., 2010; Huang et al., 2014; .
De studies beschreven in Hoofdstuk 2 en 3 gaan verder in op het mogelijke verschil in de vatbaarheid voor slaapproblematiek tussen dragers van het S-allel en L-allel door te onderzoeken of 5-HTTLPR invloed heeft op de slaap-bevorderende effecten van de 5-HT precursor tryptofaan (E. . De resultaten van dit onderzoek tonen aan dat tryptofaan suppletie voornamelijk leidt tot een verbetering van slaapkwaliteit in dragers van het S-allel vergeleken met het L-allel. Deze bevindingen ondersteunen hiermee de vermeende 5-HT gevoeligheid voor slaapproblematiek in deze allelische variant (Brummett et al., 2007; Deuschle et al., 2010; Huang et al., 2014; en laten zien dat tryptofaansuppletie een waardevolle behandelingsstrategie zou kunnen zijn om te compenseren voor deze vatbaarheid. Aangezien het 5-HTTLPR S-allel geassocieerd wordt met een verhoogde vatbaarheid voor slaap-gerelateerde affectieve veranderingen Mary A. Carskadon, Sharkey, Knopik, & McGeary, 2012; J. A. Hartmann et al., 2014; , zouden de slaap-bevorderende eigenschappen van tryptofaan mogelijk gelijktijdig de verhoogde depressiegevoeligheid in deze allelische variant kunnen verminderen.
Een verhoogde stressreactiviteit van de hypothalamus-hypofyse-bijnier (HPA) as wordt gezien als een van de belangrijkste mechanismen dat de vatbaarheid voor depressie in dragers van het 5-HTTLPR S-allel zou kunnen verklaren . Hoewel een recente meta-analyse bevestigt dat het S-allel geassocieerd is met een verhoogde cortisol stressrespons ten opzichte van het L-allel , is er momenteel weinig duidelijkheid over de oorzaak van tegenstrijdige bevindingen. De systematische review geïncludeerd in Hoofdstuk 4 laat zien dat een verminderde slaapkwaliteit de stressgevoeligheid van de HPA as kan verhogen. Dit veronderstelt dat slaap mogelijk een belangrijke factor zou kunnen zijn in deze relatie. In overeenstemming met deze veronderstelling levert de studie beschreven in Hoofdstuk 5
preliminair bewijs dat verschillen in slaapkwaliteit de relatie tussen 5-HTTLPR en de stress reactiviteit van de HPA as kunnen beïnvloeden. Deze resultaten laten zien dat een hogere cortisol stressrespons in dragers met een S-allel ten opzichte van een L-allel geleidelijk kan verdwijnen wanneer slaapkwaliteit vermindert omdat dit alleen in individuen met het L-allel de stressreactiviteit verhoogt. Bij elkaar genomen illustreren de resultaten beschreven in deze artikelen dat een verhoogde stressgevoeligheid van de HPA as een mogelijk mechanisme zou kunnen zijn dat de relatie tussen slaapproblematiek en het ontstaan van depressie zou kunnen verklaren. Hoewel de huidige resultaten bevestigen dat een verhoogde stressreactiviteit van de HPA as inderdaad bij zou kunnen dragen aan een verhoogd depressierisico in dragers met een S-allel ten opzichte van een L-allel, kunnen variaties in slaapkwaliteit deze relatie aanzienlijk verstoren.
Een disinhibitie van 'rapid eye movement' (REM) slaap (i.e. verkorte REM slaaplatentie, toename in hoeveelheid REM slaap, verhoogde REM dichtheid) omvat een goed-gerepliceerde bevinding in klinische depressie . Deze karakteristieke slaaparchitectuur is meer dan een epi-fenomeen van depressie welke mogelijk bijdraagt aan de pathofysiologie van depressie en/of onderliggende neurobiologische abnormaliteiten reflecteert .
Dieronderzoek laat zien dat een verminderde expressie van de 5-HT transporter de hoeveelheid REM slaap aanzienlijk kan verhogen (Alexandre et al., 2006; Wisor et al., 2003) .
Het 5-HTTLPR S-allel is daarom goed gepositioneerd om dergelijke REM slaapveranderingen te induceren. De studie gepresenteerd in Hoofdstuk 6 onderzocht daarom of allelische variatie in 5-HTTLPR invloed heeft op REM slaapregulatie in gezonde proefpersonen. Hoewel de resultaten van deze studie laten zien dat het 5-HTTLPR genotype geen invloed heeft op de aspecten van REM slaap die voornamelijk geassocieerd worden met depressie (i.e. REM slaaplatentie, REM dichtheid), was het percentage REM slaap significant lager in dragers met een S-allel vergeleken met L-allel. Ondanks dat deze bevindingen geen ondersteuning bieden voor een rol voor REM slaap in de verhoogde vatbaarheid voor depressie in gezonde individuen met een S-allel, zou een lagere hoeveelheid REM slaap vooraf kunnen gaan aan REM slaap disinhibitie en mogelijk een verhoogd risico voor insomnie in deze allelische variant kunnen ondersteunen .
Resumerend, de resultaten en literatuur beschreven in deze dissertatie veronderstellen dat slaap een belangrijke factor zou kunnen zijn in de relatie tussen 5-HTTLPR en depressie.
Bij elkaar genomen illustreren deze bevindingen dat variaties in slaapkwaliteit een belangrijke moderator of mediator zou kunnen zijn in deze associatie. Tegenstrijdige bevindingen plaatsen echter vraagtekens bij de veronderstelling dat de invloed van 5-HTTLPR op het risico voor slaapproblematiek 5-HTTLPR gerelateerde verschillen in depressiegevoeligheid zou kunnen verklaren. Toch geeft de meerderheid van beschikbare studies aan dat het 5-HTTLPR S-allel geassocieerd is met een hoger risico op insomnie vergeleken met het L-allel.
Dit wordt verder ondersteund door een verhoogde gevoeligheid voor 5-HT manipulaties en een lagere hoeveelheid REM slaap in deze allelische variant. Hoewel deze bevindingen een mediërende rol voor slaapproblematiek ondersteunen, veronderstellen resultaten over de gecombineerde invloed van 5-HTTLPR en slaap op affectieve symptomen en hormonale stressreactiviteit een modererende rol waar slaapinsufficiënties de relatie tussen 5-HTTLPR en depressie zowel kunnen versterken als verminderen. Concluderend, ongeacht de precieze betrokkenheid geven de relaties beschreven in dit proefschrift aan dat het includeren van slaap in toekomstig onderzoek waardevolle mogelijkheden kan bieden om inzicht te krijgen in de genetische achtergrond van depressie.
